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Flow Cytometry in the detection of Equine Arteritis Virus in stallion semen

Summary

In the study flow cytometry was attempted to identify EAV infection in stallions’ semen. Matenal for the
study consisted of 8 semen samples taken from EAV-seropositive stallions. The samples were put on RK-13
and Vero cells. After a 24-hour incubation period the cells were treated with a specific conjugate and then
analyzed in FACS aparatus. In the case of two samples positive fluorescence was observed. The above positive
result was confirmed by virus isolation in both cell cultures used. -

Wirusowe zapalenie tetnic koni (Equine Viral Arte-
ritis— EVA) jest obecnie jedna z najgrozniejszych cho-
rob wirusowych u tego gatunku zwierzat, a central-
nym ogniwem tancucha eplzootycznego choroby jest
zakazony ogier — siewca wirusa z nasieniem (1, 2, 11).
Opracowanie metod szybkiego wykrywania wirusa
zapalenia tgtnic koni (Equine Arteritis Virus — EAV)
w nasieniu ogieréw ma na celu stworzenie doktadne-
go systemu kontroli ogieréw uzytkowanych w rozro-
dzie oraz ograniczenie nowych przypadkéw zakazen
wirusem. Do wykrywania wirusa w nasieniu stosowa-
ne sa: izolacja wirusa w hodowlach komérkowych,
reakcja tancuchowej polimeryzacji (PCR) oraz proba
biologiczna.

Cytometria przeptywowa jest nowoczesna metoda
pozwalajaca na oceng szeregu parametrow zyciowych
komoérek, jak rowniez na badanie struktur tak we-
wnatrzkomoérkowych jak i potozonych na ich po-
wierzchni. W analizie komorek, ktore utrzymywane
sa w zawiesinie, wykorzystuje sie ich wlasciwosci roz-
praszania $wiatla oraz Swiatlo emitowane przez zwiaz-
ki fluorescencyjne. Pomiar rozproszenia $wiatta po-
zwala na rozroznienie komoérek zaleznie od ich wiel-
kosci, jak rowniez na odroznienie komorek zywych
od martwych Zrédtem fluorescencji komorek sq flu-
orochromy przylaczone do tzw. sond fluorescencyj-
nych, z ktérych najszersze zastosowanie znalazly prze-
ciwciata wykorzystywane do wykrywania antygenow
obecnych na powierzchni komérki. Drugim zrédtem
fluorescencji sa naturalne sktadniki komorek. Pomia-
row dokonuje si¢ w aparacie FACS (fluorescence —
activated cell sorter). Obok analiz jako$ciowych, moz-
liwe sa rowniez pomiary ilo$ciowe pozwalajace na
przyklad na okreslenie ilo$ci antygenu obecnego na
powierzchni komorki, co odbywa si¢ poprzez pomiar
swiatla emitowanego przez fluorochrom zwiazany ze

swoistym przeciwcialem (3, 8). Mozliwosci cytome-
trii przeptywowej spowodowaty olbrzymle zaintere-
sowanie ze strony naukowcOw oraz jej Wykorzysty-
wanie w diagnostyce medycznej, immunologii i bio-
10g11 (4-6,10). Cytometrlaprzepkywowa znalazta swo-
je zastosowanie rowniez w naukach weterynaryjnych
(7, 9).

Celem pracy byla proba zastosowania cytometrii
przeplywowej w identyfikacji wirusa EA w nasieniu
ogierow.

Materiat i metody

Do badan uzyto nasienie pobrane od 8 ogierow w suro-
wicy krwi ktérych wykryto przeciwciata neutralizujace
anty-EAV. Proby nasienia oznaczono jako 1/JC, 2/JC, 3/JC,
4/JC, 14/JC, 15/1C, 20/JC oraz DIX. Prébe izolacji wirusa
wykonano na dwoch statych liniach komoérkowych: nerki
krolika RK-13 oraz nerki malpy Vero. Uzytym markerem
do wykrywania wirusa EA metoda cytometrii przeptywo-
wej byl konjugat fluorescencyjny wykonany w Instytucie
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wrocta-
wiu. Stanowity go przeciwciata klasy IgG, otrzymane z
surowicy konia immunizowanego szczepem Bucyrus wi-
rusa EA, poprzez wysolenie siarczanem amonu i po oczysz-
czeniu wyznakowane FITC w stosunku 7,2 czast. FITC/1
czast. IgG (6,9 mg biatka/ml). W etapie wst¢pnym zakaza-
no badanym nasieniem (rozcienczonym uprzednio 1:20 w
Minimum Essential Medium) 24-godzinne hodowle komor-
kowe. Tak przygotowane komorki przetrzymywano w po-
listyrenowych butlach do hodowli komorkowej (Corning)
o powierzchni wzrostu 75 cm? w termostacie o temperatu-
rze 37°C z 5% doptywem CO,. Po 24 godzinnej inkubacji
komorki ogladano pod mikroskopem odwrdconym i nastep-
nie zbierano przy pomocy roztworu EDTA-trypsyny. Po 3-
krotnym przemywaniu buforem, komorki zawieszano w
roztworze konjugatu fluorescencyjnego (rozcieficzonego
1:4 w PBS). Inkubacj¢ przeprowadzano w temperaturze



pokojowej przez 45 minut, kilkukrotnie
wstrzasajac. Po tym czasie komorki 3-krot-
nie przeptukiwano i zawieszano w 10ztwo-
rze TBS-BSA o sktadzie: 50 mM Tris-HCI,
180 mM NaCl, 5 mM CaCl , 18 mM MgSO,
z dodatkiem 1% BSA (Sigma) i NaN..

Analize komorek przeprowadzono w cy-
tometrze FACS Calibur (Becton Dickinson)
przy pomocy programu Cell Quest sofware
with Mac App (1996). Obok probek wiasci-
wych, jako kontrole wykorzystano komorki
wyjéciowe, nie inkubowane z przeciwciala-
mi (kontrola autofluorescencji) oraz komor-
ki niezakazone wirusem, inkubowane z kon-
jugatem.

Wyniki i omowienie

Proba izolacji wirusa zapalenia tgtnic
koni w hodowlach komérkowych, wyka-
zata jego obecno$¢ w probkach nasienia
oznaczonych jako 20/JC oraz DIX. Ana-
logiczne wyniki uzyskano za pomoca
analizy cytofluorymetrycznej komorek
zakazonych tymi samymi prébkami na-
sienia. Stwierdzono, ze komorki inoku-
lowane probkami 20/JC i DIX wykazuja
znacznie podwyzszona fluorescencjg w
poréwnaniu z komoérkami, ktore inkubo-
wano z nasieniem ogierdw wolnym od
wirusa EA. Podwyzszone wiazanie prze-

ciwciat anty-EAV obserwowano zarowno w przypad-
ku komorek linii RK-13 jak i Vero (ryc. 1, ryc. 2).
Poziom wiazania tych przeciwciat byt niemal iden-
tyczny z wynikiem otrzymanym dla wiazania konju-
gatu do komorek zakazonych standardowym szcze-
pem Bucyrus EAV. Stwierdzono réwniez, Ze natgze-
nie fluorescencji emitowane przez komorki inkubo-
wane z nasieniem ogieréw nie bedacych siewcami
wirusa EA, odpowiada autofluorescencji tych komo-
rek (ryc. 3). W wielu przypadkach obserwowano na-
tomiast roznice w liczbie komérek poddawanych ana-
lizie cytofluorymetrycznej, co najprawdopodobniej
spowodowane jest licznym zamieraniem komorek
RK-13 i Vero podczas ich inkubacji ze znakowany-
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Ryec. 1. Histogram fluorescencji komérek RK-13 zakazonych nasieniem ba-
danych ogieréw. Linia czerwona — nat¢zenie fluorescencji komorek zakazo-
nych nasieniem zawierajagcym EAV, linia zielona — natgzenie fluorescencji
komérek zakazonych nasieniem nie zawierajacym EAV, linia czarna — kon-
trola ujemna
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Ryc. 2. Histogram fluorescencji komérek Vero zakazonych nasieniem bada-
nych ogieréw. Linia czerwona —natezenie fluorescencji komérek zakazonych
nasieniem zawierajacym EAV, linia zielona — nateZenie fluorescencji komé-
rek zakazonych nasieniem nie zawierajgcym EAYV, linia czarna — kontrola
ujemna
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Ryc. 3. Histogram autofluorescencji komérek RK-13 i komo-
rek RK-13 inkubowanych z nasieniem ogieréw nie zawieraja-
cym EAV. Pole zakratkowane — autofluorescencja

mi przeciwciatami anty-EAV. Komorki obu linii sa

adherentne, co utrudnia utrzymanie ich w zawiesinie
i w polaczeniu z innymi czynnikami wptywa na roz-
nice ilo§ciowe, obserwowane w histogramach. Na-
lezy podkresli¢, ze otrzymane znaczace roznice w
natezeniu fluorescencji pomiedzy komorkami zaka-
zonymi EAV 1 wolnymi od wirusa obserwowano przy
bardzo stabo zaznaczonym efekcie cytopatycznym
(CPE) w zakazonej hodowli komérkowe;j.
Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ wyko-
rzystania cytometrii przeptywowej, obok proby izo-
lacji wirusa w hodowlach komorkowych i tancucho-
wej reakcji polimeryzacji w diagnostyce wirusowe-

go zapalenia tgtnic koni.
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